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A través del tiempo se ha visto un crecimiento exponencial en el desarrollo de 
tecnologías de alto rendimiento como el secuenciamiento de nueva generación (NGS); 
herramienta que es utilizada en la identificación y análisis de variantes a nivel poblacional. A 
través de ello se pueden desarrollar paneles de las variantes más comunes en la población, 
creando métodos diagnósticos confirmatorios más acertados y a costos más bajos. Este estudio 
propone el uso de estas tecnologías para la investigación de variantes asociadas a desórdenes 
metabólicos, enfocado a las enfermedades analizadas por tamizaje neonatal y ver la correlación 
fenotipo-genotipo de los pacientes que han sido diagnosticados positivos para alguna de estas 
patologías. Se vio que la mayor parte de pacientes analizados no tienen diagnósticos asociados 
a su análisis de exoma. Además se hallaron variantes nuevas asociadas a enfermedades raras, 
y variantes en genes comunes para todos los pacientes analizados. En conclusión, se vio que el 
costo beneficio de emplear estas tecnologías es muy alto, pues en varios casos podría incluso 
salvar vidas y permitir el ahorro de costos de hospitalización. También, se contribuye al 
establecimiento de la línea de base genética en nuestro país, y esto permite la investigación y 
desarrollo de nuevas terapias génicas.  
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An exponential growth has been seen in the development of high performance 
technologies such as next generation sequencing (NGS); tool that is used in the identification 
and analysis of genetic variants at the population level. Through this, tests of the most common 
variants in the population can be developed, creating more accurate confirmatory diagnostic 
methods at lower costs. This study proposes the use of these technologies for the investigation 
of variants associated with metabolic disorders, focused on those analyzed by neonatal 
screening, in order to study the phenotype-genotype correlation of patients who have been 
diagnosed positive for any of these pathologies. It was seen that most of the patients did not 
have diagnoses associated with their exome analysis. In addition, new variants associated with 
rare diseases and variants in common genes were found for all the patients analyzed in this 
project. In conclusion, it was seen that the application of next generation sequencing is 
invaluable, because in several cases it could even save lives and reduce hospitalization costs. 
It also contributes to the establishment of the Ecuadorian genetic baseline, and this will increase 
research and development of new gene therapies. 
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1.1. Proyectos de Tamizaje Neonatal 
Los proyectos de tamizaje neonatal, surgieron con el objetivo de eliminar o disminuir 
efectos adversos de enfermedades catastróficas que conducen principalmente a muerte precoz 
y retraso mental en recién nacidos (Cifuentes, 2016; Figueroa & Morante, 2014; Kwan et al., 
2014; Morales, 2011). 
El desarrollo de estos programas a principios de 1960 no estaba siendo considerado 
como una prioridad en salud pública, pero con el paso del tiempo se fueron creando políticas 
de Estado que incluyeron estos programas dentro de sus servicios de salud preventiva 
especialmente en países de primer mundo como Estados Unidos, donde millones de individuos 
se benefician de este programa de prevención (Therrell, Johnson, & Williams, 2006; Welling 
et al., 2017).  
El tamizaje neonatal se basa en el análisis de errores metabólicos que se presentan en 
los neonatos, y corresponden a un grupo de desórdenes a nivel genético que en caso de 
desarrollarse pueden generar consecuencias clínicas muy graves, que al no ser tratadas y 
diagnosticadas a tiempo pueden desencadenar en daños mentales y neurológicos irreversibles, 
discapacidad mental, e incluso muerte precoz. Su detección es difícil para los médicos, ya que 
generalmente no se manifiestan clínicamente, por ello aunque la frecuencia e incidencia de 
estos trastornos no es muy alta; se debe considerar su importancia en salud pública a nivel 
colectivo (Pandor, Eastham, Beverley, Chilcott, & Paisley, 2004).  
1.1.1. Métodos utilizados para realizar el tamizaje neonatal 
La prueba de cribado neonatal se realiza usando papel filtro (Tarjetas Guthrie) en donde 
se colocan de 3 a 4 gotas de sangre capilar del talón derecho de los recién nacidos de entre 
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cuatro a siete días de vida extrauterina (Evia, 2004). Los métodos aplicados para la detección 
de estas enfermedades metabólicas, varían de acuerdo a la enfermedad a analizar y van desde 
espectrofotometría de masas en tándem, pruebas de inmunoensayo enzimático (ELISA), 
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), microfluorometría (MFM), 
radioinmunoanálisis (RIA), entre otras (Evia, 2004).  
1.1.2. Resultados esperados del tamizaje neonatal 
Los resultados obtenidos permiten determinar si los casos son normales, es decir con 
los valores normales de referencia; si son elevados refiere a pacientes que presentan la primera 
muestra con altos niveles de corte para al menos una de las cuatro enfermedades metabólicas. 
Los casos sospechosos son pacientes que fueron casos elevados y que presentan resultados 
constantemente elevados para alguna de las enfermedades. Finalmente, los casos positivos 
refieren a casos sospechosos que fueron confirmados con pruebas adicionales en laboratorios 
nacionales o internacionales y que fueron corroborados por un diagnóstico del médico 
(Madariaga, 2014). 
1.1.3. Tamizaje Neonatal en Ecuador 
En el Ecuador el aparecimiento del tamizaje neonatal fue tardío, puesto que inició el 2 
de diciembre de 2011, día de la discapacidad intelectual, cuando la Vicepresidencia de la 
República del Ecuador junto con el Ministerio de Salud Pública lanzó el Programa Nacional 
de Tamizaje Neonatal “Con Pie Derecho, la Huella del Futuro” para prevenir la discapacidad 
intelectual y muerte precoz en neonatos, a través de una pronta detección que permita un 
tratamiento adecuado y a tiempo (Figueroa & Morante, 2014). Al ser una estrategia de 
medicina preventiva, su servicio se extiende a todos los recién nacidos del país de forma 
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gratuita en todas las unidades de salud pertenecientes a la Red Pública Integral de Salud y la 
Red Privada complementaria (Figueroa & Morante, 2014). 
Las cifras de pacientes nacidos vivos tamizados en el período 2011-2015 va de 97.657 
a 1’159.648 niños, con 243 beneficiados con tratamientos integrales que evitaron el 
padecimiento de discapacidad intelectual o muerte precoz (Ministerio de Salud Pública, 2017). 
Para el 2011 se tamizaron más de 10.300 niños de menos de un año de edad, con un índice de 
seis casos positivos (Ministerio de Salud Pública, 2017). Para el año 2012 la cifra se incrementó 
a 41 casos positivos de 166.000 niños tamizados. En el 2013, se logró prevenir el efecto 
catastrófico de estas enfermedades en 114 niños de 225.436 niños tamizados(Figueroa & 
Morante, 2014). Adicionalmente, cada uno de los 161 niños que fueron diagnosticados a 
tiempo; recibieron tratamientos de salud completos y gratuitos que incluyen controles médicos, 
terapias, tratamientos nutricionales y medicinas de manera continua a lo largo de su vida 
pudiendo ser atendidos en los centros de salud más cercanos (Figueroa & Morante, 2014). En 
el 2014, un estudio de 225 922 pacientes, con 61 casos confirmados para algún desorden 
metabólico de los cuatro analizados en el tamizaje en el país; se determinó una prevalencia de 
68.85% para hipotiroidismo congénito, un 15% para fenilcetonuria, seguido de un 11% para 
hiperplasia suprarrenal congénita y un 5% para galactosemia (Ortiz & Villacís, 2015).  
1.1.4. Enfermedades analizadas 
Los errores innatos del metabolismo corresponden a enfermedades congénitas de 
componente hereditario difíciles de diagnosticar por la clínica del paciente y que pueden 
desencadenar retraso mental, discapacidad o incluso la muerte (Ortiz & Villacís, 2015). De 
acuerdo al enfoque clínico para la detección se han clasificado en tres grupos: el primero refiere 
a errores innatos del metabolismo intermedio que pueden generar una intoxicación aguda o 
crónica, en este grupo se incluyen intolerancias a azúcares, desórdenes del ciclo de la urea, 
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porfirias, aminoacidopatías, etc.; siendo la mayoría de estas tratables mediante la eliminación 
de la toxina, por ejemplo a través de cambios en la dieta. Cabe destacar que no son curables de 
forma definitiva (Saudubray, Sedel, & Walter, 2006). El segundo grupo engloba errores 
metabólicos que interfieren en los procesos energéticos a nivel del citoplasma y de la 
mitocondria. La mayoría de ellos, no se pueden tratar clínicamente a excepción de aquellos 
relacionados con la oxidación de ácidos grasos y cuerpos cetónicos (Burton, 1998). El último 
grupo contiene aquellos errores a nivel de organelas celulares, incluyendo defectos en la 
glicosilación, en la síntesis del colesterol, de lisosomas y peroxisosomas, siendo algunos de 
ellos tratables con terapias de reducción de sustrato o reemplazo de ciertas enzimas (Saudubray 
et al., 2006).  
Es importante conocer que algunas de ellas pueden heredarse de manera autosómica 
recesiva, autosómica dominante o ligadas al cromosoma X; otras también se presentan por 
defectos hormonales congénitos como en el caso de la hiperplasia suprarrenal y el 
hipotiroidismo (Therrell et al., 2006). En Ecuador, el Programa se enfoca en la prevención de 
cuatro enfermedades principales: asociadas a discapacidad intelectual (Hipotiroidismo y 
Fenilcetonuria) y relacionadas con discapacidad intelectual y muerte precoz (Galactosemia e 
Hiperplasia Suprarrenal) (Ministerio de Salud Pública, 2017).  
1.1.4.1. Hipotiroidismo Congénito 
Es un desorden metabólico neonatal, conocido como una de las causas más comunes 
de retraso mental que desencadena un grave deterioro del neurodesarrollo e infertilidad. Ocurre 
en aproximadamente 1:2 000-1:4 000 neonatos (Anjum, Afzal, Iqbal, Sultan, & Hanif, 2014). 
Esta endocrinopatía se presenta por una deficiencia en la producción de las hormonas tiroideas 
a nivel hipotálamo-hipofisario, por hipotiroidismo primario o periférico (Ortiz & Villacís, 
2015; Park, 2005). La deficiencia de la hormona tiroidea al nacer, afecta en el desarrollo normal 
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del sistema nervioso central (Park, 2005). La falta de manifestaciones clínicas de la misma, 
destaca la importancia de su incorporación en el tamizaje, donde se analiza la hormona T4, 
TSH o ambas. Su diagnóstico se confirma al encontrar elevados índices de TSH en suero 
(American Academy of Pediatrics, American Tyroid Association & Lawson Wilkins Pediatric 
Endocrine Society, 2006).  
En cuanto a la incidencia: en Estados Unidos es de 1:3 600; 1:7 700 en Japón, 1:9 390 
en Brasil y de  1:3 840 en Ecuador con una tasa de 2.6 por 1 000 neonatos, siendo una de las 
tasas de incidencia más altas en América Latina (Evia, 2004). Algunas variantes asociadas al 
gen TSHR son: p.P52T, p.G132R, p.M164K, p.R450H, p.C700E, p.A522V y p.R528S); donde 
las variantes p. G132R, p. M164K y p. R528S han sido recientemente identificadas en un grupo 
de 100 pacientes chinos con hipotiroidismo congénito y atireosis (Wang et al., 2017). Otras 
variantes asociadas se han descubierto en los genes TPO (391T>C (S131P), 1274A>G (N425S) 
y 2512T>A (C838S) (Rodrigues et al., 2005); FOXE1, DUOX2, TG, SLC26A4 (Fan et al., 
2017), NKX2-1, NKX2-5 y PAX8 (van Engelen et al., 2012). Además, se hallaron 13 variantes 
que inactivan el gen SLC5A5 asociado al cotransportador sodio/yodo (V59E, G93R, R124H, 
Q267E, C272X, G395R, T354P, fs515X, Y531X, DelM143-Q323, DelV287-G288, DelA439-
P443, y G543E) (Grasberger & Refetoff, 2011). Otras variantes puntuales asociadas a esta 
enfermedad se detallan en la Tabla 1 del Anexo 1. 
1.1.4.2. Fenilcetonuria 
Es un error del metabolismo de carácter autosómico recesivo que se genera por alelos 
mutantes que afectan la integridad y función de la enzima fenilalanina hidroxilasa (PAH), la 
cual es codificada por el gen PAH localizado en el cromosoma 12 (Hardelid et al., 2008). PAH 
tiene la capacidad de convertir fenilalanina en tirosina usando el cofactor BH4, oxígeno 
molecular y hierro, cuando  se altera la función enzimática se generan grandes concentraciones 
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de fenilalanina, lo que se conoce como hiperfenilalaninemia (Blau, van Spronsen, & Levy, 
2010). Esto desencadena problemas en el desarrollo cognitivo postnatal, con síntomas como: 
retardo mental, eczemas, autismo, convulsiones y déficits en la actividad motora, por lo que 
fue una de la primera en incluirse en los programas de tamizaje neonatal (Evia, 2004). Además, 
este fue uno de los primeros desórdenes metabólicos para los que se identificó un tratamiento 
potencial mediante una dieta baja en fenilalanina para permitir el desarrollo normal del cerebro 
(Ortiz & Villacís, 2015). Su incidencia varía a nivel mundial, con 1:10 000 nacimientos en 
Europa, mientras que en América Latina varía entre 1:50 000 a 25 000 nacidos vivos. En 
México se tiene 1:70 082 y en Argentina 1:1 467 con una tasa de 0.681 por 1 000 recién nacidos 
(Hardelid et al., 2008).  Las variantes prevalentes asociadas se detallan en la Tabla 2 del Anexo 
1.  
1.1.4.3. Galactosemia 
Esta enfermedad autosómica recesiva refiere a desórdenes o errores en el metabolismo 
de la galactosa ocasionados por una deficiencia de la enzima galactosa-1-fosfato 
uridiltransferasa (GALT), la cual convierte la GAL-1-P y la uridindifosfato galactosa-
epimerasa en UDP-galactosa y glucosa-1-fosfato (Welling et al., 2017). La ingesta de la leche 
materna o de fórmula en los recién nacidos genera graves consecuencias, ya que contiene 
galactosa y por deficiencias metabólicas se desencadenan fallas hepáticas, disfunción renal, 
sepsis, entre otras., que pueden evitarse con una dieta libre de este compuesto. A pesar de ello, 
si el tratamiento no se lleva acabo de forma temprana se generan problemas más severos como 
deficiencias de lenguaje, complicaciones neurológicas, disminución de la densidad de la masa 
ósea, deterioro de la capacidad cognitiva, y en algunos casos se presenta hipogonadismo 
hipergonadotrópico en mujeres (Viggiano et al., 2015). Su incidencia varía de 1 en 30 000-60 
000 nacidos vivos (Porta, Pagliardini, Pagliardini, Ponzone, & Spada, 2015). Se han reportado 
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más de 250 variantes para la GALT, siendo la mayor parte de ellas variantes con cambio de 
sentido (Viggiano et al., 2015). Las variantes más frecuentes asociadas a este trastorno se 
detallan en la Tabla 3 del Anexo 1.  
1.1.4.4. Hiperplasia Suprarrenal Congénita 
Engloba un conjunto de desórdenes autosómicos recesivos en la esteroidogénesis 
suprarrenal (Liu et al., 2018). Una de las causas etiológicas principales es la deficiencia de la 
21-hidroxilasa (21-OHD), lo que conlleva una disminución y falta de cortisol y aldosterona, 
generando una acumulación de 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) y andrógeno suprarrenal 
(Parsa & New, 2017). De acuerdo a la deficiencia enzimática se puede clasificar en dos tipos 
por crisis de pérdida de sales o por virilización femenina (Evia, 2004). Algunos síntomas que 
se presentan son virilización de genitales externos en neonatos femeninos y en niños que están 
alcanzando la pubertad, debido a una tasa de sobreproducción de andrógenos (Gialluisi et al., 
2018). Los pacientes que padecen la crisis de pérdida de sal presentan manifestaciones clínicas 
como hipovolemia, hipercalemia, hiperreninemia, shock e inclusive la muerte del neonato en 
un corto período de tiempo de aproximadamente 1 a 4 semanas después del parto (Fleming, 
Riper, & Knafl, 2017). La incidencia de este trastorno metabólico es de 1:13 000 a 1:15 000 
nacidos vivos (Parsa & New, 2017). Se conoce que el gen CYP21A2 que codifica para para la 
21-OHD, contiene variantes asociadas a la inactivación del pseudogen CYP21A1P.  
1.1.4.5. Fibrosis Quística 
Refiere a una entidad multisistémica autosómica recesiva generada por variantes en el 
gen regulador de la conductancia transmembrana (CFTR) el cual codifica para la proteína 
reguladora encargada del transporte de iones de cloro dentro y fuera de la célula, actuando a 




Na+ (Quon & Rowe, 2016). La ausencia o alteraciones en la proteína CFTR, afectan el 
transporte de cloruro y bicarbonato, lo cual puede manifestarse clínicamente con enfermedades 
pulmonares obstructivas progresivas con bronquiectasias, insuficiencia pancreática, 
enfermedades hepáticas, desórdenes en la motilidad intestinal, altas concentraciones de 
electrolitos en el sudor, bronquitis, sinusitis, desnutrición e infertilidad masculina (Cutting, 
2015).  Se conocen aproximadamente 2 000 mutaciones en el gen CFTR desde su 
descubrimiento en 1989, de las cuales 242 han sido reportadas como causantes de la 
enfermedad (Brennan & Schrijver, 2016; Quon & Rowe, 2016). La incidencia en nuestro país 
es de 1: 11 252 nacidos vivos; un estudio previo estableció la prevalencia de mutaciones 
asociadas al gen CFTR en nuestra población, refiriendo un panel de las 10 mutaciones más 
prevalentes, en el cual se encontró que la variante p.H609R es la segunda más prevalente en la  
población (Ortiz et al., 2017). 
1.1.5. Tecnologías modernas de secuenciamiento 
Se ha elegido emplear tecnologías modernas de secuenciamiento, considerando que a 
través de ellas se pueden hacer análisis del genoma o exoma completo de un individuo 
(Hollegaard et al., 2013; Howard et al., 2015; Pandor et al., 2004) además su versatilidad 
permite que se apliquen en diferentes campos, y se espera que sean disponibles para la mayoría 
de la población (Hayeems et al., 2015). Adicionalmente, en países como Estados Unidos ya se 
ha estudiado el enfoque y aplicación de estas técnicas relacionadas con proyectos de tamizaje 
neonatal (Howard et al., 2015).  
Con este tipo de secuenciamiento, se espera identificar variantes genéticas que inciden 
en el riesgo de que los pacientes padezcan o no de este tipo de enfermedades. Las principales 
ventajas de su aplicación son la reducción de costos y tiempo para el análisis de secuencias de 
todo el genoma humano, además de las potenciales utilidades que pueden conferir en la 
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transformación de la medicina y salud pública permitiendo la generación de diagnósticos y 
medicina personalizada (Taber, Dickinson, & Wilson, 2014). Estudios previos han demostrado 
que es una técnica robusta y que incluso en algunos casos puede sustituir métodos como el 
análisis de espectrofotometría de masas en tándem (Hollegaard et al., 2013), permitiendo que 
la información obtenida de los análisis se encuentre a disposición del paciente para futuros usos 
de los mismos. El uso de estas tecnologías en neonatos permitirá convertirlas en una prueba de 
rutina que se realice en los niños al nacer, para generar mapas de sus marcadores genéticos; así 
se almacenarían los datos electrónicamente en el récord del paciente lo que permitiría que 
puedan ser usados a futuro, para hacer la prevención y tratamiento adecuados y a su medida, 
generando la posibilidad de analizar cómo se relacionan ciertos genes con el riesgo de padecer 
enfermedades o en la respuesta a diferentes medicamentos (Biesecker, Burke, Kohane, Plon, 
& Zimmern, 2012). 
2. OBJETIVOS 
2.1. Objetivo General 
Identificar variantes genéticas asociadas a desórdenes metabólicos mediante 
secuenciamiento de nueva generación (NGS) en neonatos de la población ecuatoriana.  
2.2. Objetivos Específicos 
a) Analizar los tipos de variantes en genes asociados a enfermedades metabólicas en neonatos. 
b) Identificar si las variantes encontradas son patogénicas, probablemente patogénicas, 
benignas, probablemente benignas o de significado incierto (VUS). 
c) Aplicar el secuenciamiento de ADN de nueva generación como apoyo para el diagnóstico 
en el tamizaje neonatal en pacientes con diagnóstico positivo para alguna de las 
enfermedades analizadas.  
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d) Correlacionar las variantes genéticas encontradas con las manifestaciones clínicas en los 
casos sospechosos sometidos a tamizaje neonatal. 
e) Verificar si las variantes encontradas han sido previamente reportadas en la literatura.  
3. ÁREA DE ESTUDIO 
La ejecución de este proyecto se llevó a cabo en el Área de Biología Molecular de 
“NETLAB”, Laboratorios Especializados de Referencia miembro del grupo “SYNLAB” 
donde se ejecutó la selección de pacientes, la toma de muestras, las pruebas de los protocolos 
de extracción a partir de cartillas de papel filtro y la cuantificación de ácidos nucleicos mediante 
métodos fluorométricos con plataformas como Qubit. Los ensayos de secuenciamiento de 
nueva generación (NGS) y análisis de datos se realizaron en la sede de Laboratorios 
“SYNLAB” en la ciudad de Bogotá. Se contactó con más de 400 pacientes de varios puntos 
del país que presentaron diferentes tipos de desórdenes metabólicos, mediante una 
Convocatoria Nacional realizada por “NETLAB” a través de redes sociales.  
Se realizó la toma de muestras en diversas ciudades del país y para efecto de este estudio 
se referirá el análisis a detalle de 6 pacientes que presentaron diagnóstico positivo para alguna 
de las enfermedades analizadas por el tamizaje y para pacientes con fibrosis quística. Se 
incluyó un caso sospechoso pues carecía de evidencia clínica y el estado del paciente era 
crítico. Adicionalmente, la realización de este estudio fue aprobada por el Comité de Bioética 




Considerando que de cada mil niños nacidos en el Ecuador, uno tiene enfermedades 
metabólicas que generan efectos irreversibles como discapacidad intelectual, que no presentan 
manifestaciones clínicas (Morales, 2011), y que, para el 2010 se detectaron más de 290 000 
personas con discapacidad, de la cuales un porcentaje cercano al 25% padece discapacidades 
intelectuales (Ministerio de Salud Pública, 2017). Se enfatiza en la necesidad de complementar 
el tamizaje neonatal con un estudio que nos permita comprender la base genética de los 
desórdenes metabólicos, especialmente, la identificación de variantes asociadas a las 
enfermedades analizadas por el tamizaje neonatal en nuestra población.  
A través de este trabajo se espera identificar variantes asociadas a desórdenes 
metabólicos mediante análisis de exomas clínicos (target sequencing) que nos permitan crear 
paneles de las variantes más comunes en nuestra población como se ha logrado en estudios 
previos para enfermedades como la fibrosis quística (Ortiz et al., 2017); analizando si el 
fenotipo de los pacientes diagnosticados como positivos para alguna patología del tamizaje 
neonatal, se correlaciona con el análisis de exoma mediante NGS.  
Esto además, se constituirá en un pilar para la realización de los análisis confirmatorios 
asociados a estas enfermedades metabólicas, puesto que permitirá conocer la base genética de 
las mismas, haciendo posible la creación de una gama de aplicaciones del secuenciamiento de 
próxima generación, que pueden ir, desde la creación de análisis de portadores, hasta aportes 
en el diagnóstico clínico en algunos casos sospechosos donde las manifestaciones clínicas no 
son suficientes para llegar al tratamiento acertado.  
A nuestro conocimiento este es el primer estudio de variantes asociadas a desórdenes 
metabólicos mediante secuenciamiento de nueva generación en el país; lo cual nos permite 
estudiar el espectro completo de genes en los que incluso podría no existir una sospecha clínica 
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previa. De esta manera se ayudará al establecimiento de la línea de base genética en el país, lo 
cual permitirá un incremento en el desarrollo e investigación de nuevas terapias génicas 
contribuyendo con mejores pruebas diagnósticas para las generaciones futuras.  
5. MATERIALES 
5.1 Extracción de ácidos nucleicos: Inicialmente para cartillas de papel filtro y posteriormente 
para muestras de sangre periférica de neonatos de la población ecuatoriana.   
 
Para cartillas de papel filtro: 
- Cartillas de papel filtro (Guthrie Cards) 
- Buffer FTA 
- PBS 
- Proteinasa K 
- Etanol (70%) 
- Columnas de extracción 
- Kit de Extracción de Roche (High Pure PCR Template Preparation Kit) 
 
Para muestras de sangre periférica: 
- Jeringas, agujas, material para flebotomía 
- Tubos EDTA 
- Kit de Extracción de Roche (High Pure PCR Template Preparation Kit) 
- Kit QiAmp DNA Blood de Qiagen 
5.2 Cuantificación de ácidos nucleicos: Se utilizaron métodos fluorométricos y análisis de 
fragmentos validados para ensayos de secuenciamiento de nueva generación (NGS).   
Para cartillas de papel filtro: 
 Qubit® 3.0 (Thermo) 
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Para sangre periférica: 
 Qubit® 3.0 (Thermo) 
 Quantus (Promega) 
Análisis de Fragmentos: 
 Fragment Analyzer 
5.3 Preparación de librerías para secuenciamiento de próxima generación 
 TruSight Rapid Capture Kit  
5.4 Secuenciamiento de próxima generación (NGS) 
 TruSight One Kit 
 MiSeq 
5.5 Análisis de datos 
 Software de análisis: BWA, GATK y VariantStudio. 
 Análisis WGGT: GenomeStudio y Beeline 
5.6 Filtrado de variantes 
 Bases de datos: ClinVar, UNIPROT 
 Herramientas predicción in silico: SIFT, Polyphen, Mutation Taster y Alamut 




Previo a la realización de la parte experimental, se solicitó la aprobación del Comité de 
Bioética de la Universidad San Francisco de Quito.  
Para la extracción de ácidos nucleicos se trabajó con dos matrices, inicialmente se 
empleó cartillas de papel filtro que se han usado en el proyecto de Tamizaje Neonatal 
pertenecientes a pacientes que fueron reportados como casos positivos o sospechosos en el 
período Junio 2017- Mayo 2018. Para esto, se procedió de la siguiente manera:  
6.1. Extracción de ADN de las cartillas de papel filtro (tarjeta de Guthrie) 
Las cartillas de papel filtro secas utilizadas para este estudio provienen de pacientes 
(neonatos que presentaron casos positivos/ sospechosos) mediante el análisis del tamizaje 
neonatal. El proceso de toma de sangre se da en la cartilla, la cual posee un papel filtro que 
garantiza la estabilidad de la muestra, para su posterior elución y análisis. Las cuatro gotas de 
sangre se colocan en la cartilla y son obtenidas del talón derecho del recién nacido. La 
extracción de ADN se realizó mediante el uso de buffers específicos en los discos de la cartilla 
de papel filtro, mediante un nuevo protocolo establecido para este proyecto en el Área de 
Biología Molecular de NETLAB, se realizaron incubaciones nocturnas de los discos de la 
cartilla en PBS con enzimas y reactivos de lisis previo a la extracción. Se buscó la 
estandarización de un protocolo para obtener suficiente concentración de ADN de buena 
calidad, y aunque no se estableció un protocolo para estudios de tipo NGS, se estandarizó un 
protocolo de extracción de ADN a partir de cartillas de papel filtro para realizar pruebas 
diagnósticas por PCR en tiempo real. 
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6.2. Convocatoria Nacional de pacientes y Toma de muestras 
En vista de la dificultad para recuperar ácidos nucleicos de las cartillas de papel filtro, 
se buscó una forma de comunicación masiva para llamar a los pacientes que hayan sido 
diagnosticados para alguna de estas patologías para hacer una toma de sangre periférica, para 
lo cual se realizó una Convocatoria Nacional de pacientes mediante redes sociales, la cual a 
nuestro conocimiento es de las primeras en realizarse en el país con el objetivo de llamar a 
pacientes con estas patologías. A través de ésta se contactó con más de 400 pacientes de 
diferentes puntos del país quienes presentaron diversos desórdenes metabólicos. Luego, se 
realizó una selección de los pacientes que entraban al estudio. Los que fueron aceptados y 
decidieron entrar voluntariamente al estudio firmaron un consentimiento informado y se realizó 
la toma de muestra de los pacientes. Para esto se extrajeron tubos de sangre periférica en EDTA 
correspondientes a cada paciente.  
6.3. Extracción de ADN a partir de sangre periférica  
Se trabajó con 200uL de sangre periférica de cada paciente mediante el protocolo de 
los kit High Pure PCR Template Preparation de Roche, y QiAmp DNA Blood de Qiagen.  
6.4. Cuantificación de ácidos nucleicos 
Se empleó técnicas de fluorometría, puesto que son recomendadas para ensayos de 
secuenciamiento de nueva generación. Se trabajó con las plataformas Qubit® 3.0 (Thermo) y 
Quantus (Promega) y se trabajó de acuerdo a los protocolos de cada kit correspondientes a cada 
una de las plataformas.
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6.5. Preparación de la biblioteca genómica  
Se preparó una biblioteca indexada a partir de 50ng de ADN con metodologías del kit 
“TruSight One” de Illumina, para ello las muestras siguieron un flujo de trabajo basado en la 
fragmentación del ADN genómico, seguido de un ligamiento de las secuencias adaptadoras. 
Se purificó el ADN fragmentado por los transposomas con partículas magnéticas para descartar 
inhibidores y sustancias de interferencia (Illumina, 2016).    
6.6. Amplificación de las regiones fragmentadas 
Se amplificó el ADN fragmentado y purificado con el kit “TruSight One” de Illumina, 
se añadió los adaptadores usando programas de termociclado de 10 ciclos y se volvió a purificar 
el ADN amplificado. Luego se hibridaron sondas de captura a las regiones target de ADN. Se 
capturaron las sondas hibridadas con partículas magnéticas de estreptavidina, se hicieron 
lavados y eluciones de las partículas, se volvió a hibridar las regiones enriquecidas de ADN 
con las sondas de captura, se realizó una segunda captura, una purificación y amplificación de 
la biblioteca (Illumina, 2016). Se purificó y cuantificó las librerías usando métodos de 
fluorometría y análisis de fragmentos en la plataforma Fragment Analyzer.  
6.7. Secuenciamiento de próxima generación, análisis e interpretación de datos 
Se trabajó con las bibliotecas enriquecidas previamente, usando el kit “TrueSight One” y 
se realizó la secuenciación masiva mediante la plataforma MiSeq®.  Este kit es capaz de  
detectar  mutaciones  puntuales  y  pequeñas  inserciones/deleciones  (ins/del)  a  lo  largo  de  
la secuencia  codificante  y  la  región  intrónica  flanqueante  de  los  4811  genes  analizados.  
Se realizó la alineación con el genoma de referencia [GRC37.12 (HG19)].  
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Se definieron varios criterios para el análisis, anotación y priorización de variantes 
siguiendo las recomendaciones del Colegio Americano de Genética Médica y Genómica 
(ACMG) (Richards et al., 2015) y se utilizó la nomenclatura para las variantes de acuerdo a lo 
establecido por las recomendaciones de Human Genome Variation (HGVS). Cabe destacar que 
no se utilizará el término mutación, dado que existe un consenso en la literatura de unificar los 
términos “polimorfismo” y “mutación” como variante, entendiéndose como mutación un 
cambio permanente en la secuencia nucleotídica, y como polimorfismo una variante con una 
frecuencia mayor al 1% (Richards et al., 2015). De esta manera las variantes han sido 
clasificadas en 5 categorías que incluyen: patogénica, probablemente patogénica, de 
significado incierto (VUS), probablemente benigna y benigna. 
Para analizar los datos obtenidos del secuenciamiento, se usó el software de Illumina y 
una plataforma adicional (SOPHIA GENETICS v.5.1.6.1) como se detalló en la sección de 
metodología del estudio.  
Adicionalmente, esto debe ser correlacionado con parámetros de evidencia poblacional 
como ExAC y 1 000 Genomas, de predicción in silico (SIFT, Polyphen, Mutation Taster y 
Alamut) funcional y de segregación (MacArthur et al., 2014). Además, se consideró la 
evidencia clínica recopilada en bases de datos de acceso libre como ClinVar y VarSome, donde 
se refiere información de reportes clínicos que asocian la relación entre fenotipos y variantes 
de importancia clínica (Landrum et al., 2014).   
7. RESULTADOS  
Serán presentados a manera de casos en función del gran número de variantes que se 
obtuvieron al efectuar el análisis bioinformático de los casos positivos en el período Junio 
2017- Mayo 2018. Para anonimizar la base de datos, se referirá a cada paciente con un número 
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y se detallará lo que se conoce sobre su cuadro clínico, los hallazgos a nivel de exoma, entre 
otros datos significativos para el estudio enfocado a cada desorden metabólico.  
7.1 Resumen de Casos de pacientes con Hiperplasia Suprarrenal congénita (CAH) 
Paciente 1 de sexo femenino, lactante menor de 11 meses de vida presenta niveles elevados 
de 17-hidroxiprogesterona (17-OHP) con valores superiores al nivel de referencia (>180 
nmol/L) en los resultados de Tamizaje Neonatal del Programa de Salud Pública del país. Recibe 
tratamiento para Hiperplasia Suprarrenal congénita, debido a su clínica y a los antecedentes 
familiares donde varios miembros padecen de la misma enfermedad. Después del análisis de 
exoma clínico (target sequencing) mediante el kit TruSight One de Illumina, se detectaron 9 
220 cambios respecto al genoma de referencia [GRC37.12 (HG19)]. Posteriormente, se realizó 
un análisis selectivo de genes relacionados con el diagnóstico o fenotipo clínico de la paciente, 
destacándose entre los hallazgos más importantes dos variantes patogénicas en el gen 
CYP21A2, asociadas a Hiperplasia suprarrenal congénita (CAH) (MIM201910) mismas que se 
detallan en la Tabla 1. Se sugiere un análisis de segregación para verificar si la paciente es 
heterocigoto compuesto pues presenta dos variantes diferentes en estado heterocigoto lo cual 
ha sido reportado en este tipo de pacientes (Simpson & Hughes, 2017) y concuerda con el 
patrón de heredabilidad de esta enfermedad el cual es autosómico recesivo. Se destaca una 
cobertura mayor a 30X para las dos variantes.  
La variante c.518T>A, p.Ile173Asn en estado heterocigoto ha sido descrita como 
patogénica en la base de datos ClinVar (dos estrellas), y refiere a una variante tipo missense la 
cual genera un cambio del aminoácido Isoleucina por Asparagina en la posición 173 de la 
proteína. Mientras que la variante c.844G>T, p.Val282Leu en estado heterocigoto tiene 11 
sometimientos que la describen como patogénica, esta refiere a un cambio del aminoácido 
Valina por Leucina en la posición 282 de la proteína. La cobertura del análisis se encuentra 
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detallada en la Tabla 3, y adicionalmente se obtuvo una gráfica (Ver Figura 1) con una 
cobertura o profundidad promedio mayor a 100X por región de interés.  Adicionalmente, se 
hallaron 6 variantes de interés (Ver Tabla 2) de las cuales dos se clasifican como patogénicas 
y se encuentran en los genes MPO y PQBP1. Así como 4 clasificadas como VUS o de 
significancia incierta en genes de gran importancia como el CFTR, PRSS1 y SLC4A1. 
7.2 Resumen de Casos de pacientes con Fibrosis Quística  
Paciente 2 de sexo masculino, lactante mayor de 2 años presenta varios test de sudor 
positivo, recibe tratamiento para la enfermedad, y tiene diagnóstico molecular de la enfermedad 
por secuenciamiento de Sanger. Después del análisis de exoma clínico (target sequencing) 
mediante el kit TruSight One de Illumina, se detectaron 8 923 cambios respecto al genoma de 
referencia [GRC37.12 (HG19)]. Mediante un análisis selectivo de genes relacionados con el 
diagnóstico o fenotipo clínico del paciente, se detectó la variante c.1521_1523delCTT, 
p.Phe508delPhe en estado homocigoto en el gen CFTR- NM_000492.3 (Ver detalle en Tabla 
4) misma que concuerda con la herencia autosómica recesiva de esta enfermedad. Su frecuencia 
en bases de datos como ExAC es de 0.006785, y ha sido descrita como patogénica en bases de 
datos como LOVD (Leiden Open (source) Variation Database) y ClinVar esta variante es de 
tipo “inframe deletion” donde se da una pérdida del aminoácido Fenilalanina en la posición 
508 de la proteína, generando un bloqueo en el procesamiento de la misma. UNIPROT refiere 
que la variante ubicada en el dominio NBD1 (cytoplasmic nucleotide-binding domain) afecta 
la maduración de la cadena de glicanos (Chen, Huang, & Wu, 2017). Adicionalmente, se 
detallan otras variantes patogénicas halladas en el exoma clínico del paciente en la Tabla 6, 
donde todas son de tipo “missense” es decir que refieren a un cambio diferente en un nucleótido 
que genera un aminoácido diferente (Dunnen et al., 2016) y se expresan en estado heterocigoto. 
Las patologías asociadas son Fenilcetonuria (PAH), Síndrome de Aicardi Goutieres 
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(RNASEH2B) y enfermedad de Wilson (ATP7B). Adicionalmente, se correlacionaron los 
resultados con un estudio previo de prevalencia realizado en el área de Biología Molecular de 
“Netlab” donde se reportó un espectro de variantes en el gen CFTR en la población ecuatoriana 
en el cual se analizó 48 individuos con diagnóstico sospechoso o confirmado de fibrosis 
quística, hallándose 70 variantes de las cuales 8 se catalogaron como patogénicas (Ver detalle 
Tabla 7) (Ortiz et al., 2017).  
7.3 Resumen de Casos de pacientes con Hipotiroidismo Congénito (CH)  
Debido al potencial origen oligogénico y la alta heterogeneidad de esta enfermedad se 
ha decidido presentar los casos de los pacientes 2, 3, 4, 5 y 6 de manera conjunta. Cabe destacar 
que en primera instancia no se hallaron variantes en los genes asociados a CH reportados en la 
literatura, por lo cual se realizó una evaluación de genes candidatos asociados con 
hipotiroidismo congénito como: CDCA8, CHNG3, DUOX2, DUOXA2, FOXE1, GLIS3, GNAS, 
HESX1, IGSF1, IYD, JAG1, NKX2-1, NKX2-5, NTN1, PAX8, POU1F1, PROP1, SECISBP2, 
SLC16A2, SLC26A4, SLC5A5, TBX1,TG, THRA, THRB, TPO, TRH, TRHR, TSHB, TSHR, 
UBR1, y no se encontraron variantes patogénicas ni probablemente patogénicas. 
Paciente 3 de sexo femenino de 5 años de edad presenta niveles elevados de TSH (>60 
mUI/L) en los resultados de Tamizaje Neonatal del Programa de Salud Pública del país. Recibe 
tratamiento para hipotiroidismo congénito, debido a su clínica y a los antecedentes familiares 
que presenta. El análisis de exoma clínico (target sequencing) mediante el kit TruSight One de 
Illumina, detectó 9 723 cambios respecto al genoma de referencia [GRC37.12 (HG19)]. 
Posteriormente, se realizó un análisis selectivo de genes relacionados con el diagnóstico o 
fenotipo clínico del paciente. Se detectó la variante c.4041T>G, p.Tyr1347Ter en estado 
heterocigoto en el gen SCN4A - NM_000334.4 (Tabla 8), la cual es de tipo “stop gained” en la 
que se genera un codón de parada prematuro en la posición 401 en el exón 23 del gen SCN4A 
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dando lugar a una proteína truncada. De acuerdo a recomendaciones del ACMG esta variante 
es considerada como probablemente patogénica y es una nueva variante pues no ha sido 
reportada en bases de datos poblacionales como ExAC o ClinVar. Adicionalmente, se hallaron 
otras variantes de importancia detalladas en la Tabla 9, asociadas a hemocromatosis, 
deficiencia de 21-hidroxilasa, pancreatitis hereditaria y fibrosis quística.  
En el análisis de los pacientes 4 y 5 se encontró algunas variantes en genes en común 
como PRKRA y TTN. Para la paciente 4 se halló variantes patogénicas en los genes COL12A1, 
CACNA1G y PIEZO2. Mientras que en el paciente 5 se hallaron variantes patogénicas en los 
genes BCHE, EGLN1, NSUN2, TECTA, ATP2A2, SMAD9, SPG20 y ELP2.  
El paciente 6, neonato de 27 días, fue un caso sospechoso, presentó índices elevados de 
PKU de 288.48umol/L el cual se considera normal con valores de hasta 182 umol/L. Además 
de varios aminoácidos aumentados inespecíficamente, incluyendo tirosina con un valor de 
346umol/L cuyo rango de referencia es de 0-250 umol/. El paciente falleció a causa de estos 
desórdenes a los pocos días de vida. El análisis de exoma clínico (target sequencing) mediante 
el kit TruSight One de Illumina, detectó 9 322 cambios respecto al genoma de referencia 
[GRC37.12 (HG19)]. Posteriormente, se realizó un análisis selectivo de genes relacionados 
con el diagnóstico o fenotipo clínico del paciente. Se detectó la variante c.833T>C, p.Ile278Thr 
en estado heterocigoto en el gen CBS- NM_001178008.1 (Ver Tabla 12). La misma aparece 
reportada en las bases de datos de población control ExAC con una frecuencia de 0.0012. Así 
mismo, esta variante se encuentra descrita en la base de datos ClinVar como Patogénica (2 
estrellas). Es una variante de tipo “missense” en el exón 10 la cual genera un cambio de 
aminoácido en la posición 278 de Isoleucina a Treonina. En la Tabla 13 se detallan variantes 
adicionales consideradas patogénicas, destacándose aquellas asociadas a deficiencia de 
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ferroxidasa, tirosinemia, retardo mental, retinitis pigmentosa, síndrome de Usher y pancreatitis 
hereditaria. 
8. DISCUSIÓN 
En cuanto a la paciente 1 se identificaron las variantes c.518T>A, p.Ile173Asn y 
c.844G>T, p.Val282Leu en estado heterocigoto en el gen CYP21A2- NM_000500.7 las cuales 
están asociadas al desorden autosómico recesivo causado por una deficiencia en la 21-
hidroxilasa (El-Maouche, Arlt, & Merke, 2017; Merke & Bornstein, 2005; Simpson & Hughes, 
2017), lo cual genera afección a las glándulas adrenales y en el caso de la paciente se 
diagnosticó el fenotipo clásico puesto que presentó virilización postnatal simple debido a una 
excesiva producción de andrógenos. El análisis de las variantes en bases de datos de 
poblaciones control como ExAC mostró una frecuencia de 0.00040 lo cual se consideró como 
un criterio para reportarla como patogénica según las recomendaciones del ACMG (Richards 
et al., 2015).  
Fenotípicamente, la CAH se divide en la forma clásica y la no clásica, con o sin pérdida 
de sal y en la forma de virilización simple, la cual genera genitales ambiguos en neonatos 
femeninos (Fleming et al., 2017). Las variantes halladas en la paciente han sido catalogadas 
dentro de las nueve más frecuentes en la población mundial de acuerdo a datos de un estudio 
de 1 507 familias de poblaciones heterogéneas con CAH con deficiencia de la 21-hidroxilasa; 
en este estudio se vio que los pacientes portadores de las dos variantes I172N y V281L se 
asocian a los fenotipos de virilización simple y de la forma no clásica (New et al., 2013). Varios 
modelamientos computacionales han demostrado que la variante I172N en el exón 4 causa una 
pérdida en el pocket hidrofóbico de la proteína, lo cual desencadena la enfermedad de tipo 
virilizante, esto se ha confirmado mediante análisis de expresión in vitro donde se vio una 
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reducción de la actividad de la 21-hidroxilasa en un 2% aproximadamente (Lee, 2001; Liao, 
Zhang, & Gu, 2003).  
Esto evidencia que la paciente pertenece al bajo porcentaje poblacional que posee la 
variante I172N en un alelo y una variante severa en el otro, en este caso es la variante V281L 
(exón 7), misma que ha reportado una frecuencia elevada en Judíos askenazis (New et al., 
2013). Además, es importante considerar el tipo de variante presentada puesto que si se tuviera 
la variante a DelI172N se haría una asociación con el fenotipo de la forma no clásica. Sin 
embargo, la paciente padece una variante de tipo “missense” lo cual según los predictores 
bioinformáticos de patogenicidad in silico SIFT, Polyphen2 y Mutation taster refiere a un 
efecto deletéreo, probablemente dañino y causante de enfermedad, respectivamente. Cabe 
destacar que la relación fenotipo-genotipo en este tipo de variantes no es perfecta, pues aunque 
en el 98% de los casos la variante V281L se asocia a la forma no clásica hay pocas excepciones 
en pacientes que la portan y padecen la forma clásica  (Liao et al., 2003; New et al., 2013).  
En cuanto a la predisposición en los géneros, se ha visto que esta variante es más 
predominante en mujeres que en hombres y en cuanto a la diversidad étnica de la combinación 
de estas variantes se vio que es más común en la población europea y que representa el 2.3% 
de 1 338 personas analizadas en el estudio reportado por New y colaboradores (New et al., 
2013).  
Otras variantes patogénicas fueron halladas en el exoma clínico de la paciente reportado 
en la Tabla 2 pero debido a que se clasificaron como variantes de significado incierto no se 
detallará profundamente a excepción de la variante c.757G>A en el gen CFTR misma que está 
ubicada en el exón 7 y es de tipo “missense” y se considera importante puesto que está 
relacionada con fibrosis quística y eso puede afectar en la clínica de la paciente, así como en 
su descendencia. También se vio que la paciente es portadora de las variantes c.2031-2A>C y 
c.461_462delAG, en el gen MPO. En cuanto a la primera variante está asociada a deficiencia 
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de mieloperoxidasa entidad de herencia autosómica recesiva, la cual es de carácter congénito 
y tiene evidencias clínicas de ser patogénica, además refiere a una variante de tipo “splice 
acceptor” lo cual refiere a un cambio en la secuencia donde al compararla con la secuencia de 
referencia, se vea alterado el patrón de splicing del ARN, ya sea por una inserción o deleción 
(Dunnen et al., 2016), en este caso se ha visto que la variante refiere a una inserción de 109 
nucleótidos que generan un salto en el marco de lectura lo cual produce un precursor anormal 
de MPO causando fallas en la actividad enzimática (Marchetti, Patriarca, Solero, Baralle, & 
Romano, 2004).  
Se ha visto que la mayoría de individuos que poseen la variante presentan alteraciones 
a nivel inmunológico y una reducción de la actividad de esta enzima en neutrófilos y 
monocitos, pero que es más severa en pacientes que padecen diabetes mellitus o infecciones 
sistémicas localizadas (Nauseef, 2014).  
En cuanto a la variante c.1521_1523delCTT, p.Phe508delPhe en estado homocigoto en 
el gen CFTR- NM_000492.3 hallada en el paciente dos, previamente diagnosticado con fibrosis 
quística se conoce que es la más común en causar la enfermedad (Kerem et al., 1990). Además 
se conoce que esta es una enfermedad heterogénea por lo que las manifestaciones clínicas en 
los pacientes varían a pesar de los genotipos que presenten (Wang et al., 2017). A nivel mundial 
se ha referido una prevalencia de aproximadamente 60% y en un estudio reportado en la 
población ecuatoriana fue el 20.27%, presentando una tasa menor a la de Colombia y España 
(Ortiz et al., 2017).  
Se ha visto una estrecha relación de la variante con patologías como la insuficiencia 
pancreática, presentándose en un 99% de los pacientes homocigotos y en un 36% de pacientes 
con otros genotipos de uno de los primeros estudios reportados en la literatura (Kerem et al., 
1990; Wang, Wrennall, Cai, Li, & Sheppard, 2014). Se ha encontrado que los pacientes tienen 
la forma más severa de la enfermedad cuando son diagnosticados en etapas más tempranas, 
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mientras que los portadores de la variante presentan una forma menos severa incluyendo una 
función pulmonar más estable (Veit et al., 2016). Cabe destacar que se pueden presentar casos 
atípicos de fibrosis quística, difíciles de diagnosticar porque se manifiestan de manera tardía 
en la vida y se caracterizan por insuficiencia pancreática y enfermedad pulmonar leve (Wang 
et al., 2014).  
Existen otros desórdenes asociados a variantes en el gen CFTR (Bombieri et al., 2011). 
Sin embargo el hallazgo de la variante c.1208C>T en el gen de PAH en estado heterocigoto en 
el paciente 2 refiere a que es portador de fenilcetonuria, debido a que esta entidad es de carácter 
autosómico recesivo (Blau et al., 2010) y no ha sido frecuentemente asociado a este tipo de 
enfermedad. Esta variante además está clasificada como patogénica con evidencia de ensayos 
clínicos (Blau, Hennermann, Langenbeck, & Lichter-Konecki, 2011; Scriver et al., 2000), al 
investigar en una de las mayores bases de datos de variantes en el gen PAH (BIOPKU; 
PAHvdb) se hallaron 18 reportes, donde se asignó un valor alélico del fenotipo (APV) de 9.1 
lo cual refiere a una presentación fenotípica de hiperfenilalaninemia leve la cual se presenta en 
un rango de 6.7-10.0, destacándose su reporte en 11.11% de casos de fenilcetonuria en la forma 
clásica y leve (Wettstein et al., 2015).  
En cuanto a los casos de hipotiroidismo inesperadamente no se hallaron variantes 
patogénicas ni probablemente patogénicas en los genes reportados en la literatura por lo que se 
realizó un análisis profundo de 31 genes reportados en paneles ofertados en diversos 
laboratorios a nivel mundial para la detección de CH. Las variantes halladas fueron de gran 
interés, empezando con la paciente 4 donde se encontró la variante c.404T>G, p.Tyr1347Ter 
en estado heterocigoto en el gen SCN4A - NM_000334.4, lo interesante es que ésta no ha sido 
reportada hasta el momento y es de tipo “stop gained” lo cual refiere a que el cambio en el 
aminoácido genera un codón de parada, desencadenando una terminación temprana de la 
traducción, generando un producto de carácter proteico truncado generalmente no funcional 
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(Rausell et al., 2014). El gen SNC4A, codifica para una proteína que media la permeabilidad 
de las membranas excitables al ion sodio dependiente de voltaje la cual es responsable de la 
generación y propagación de potenciales de acción en músculos y neuronas (George, 2005). 
Las variantes en este gen se han asociado a diferentes patologías como Parálisis periódica 
hipercalémica (PPHC) (MIM170500), Parálisis periódica hipocalémica (MIM613345), 
Miotonía congénita atípica respondedora de acetazolamida (MIM608390) y Paramiotonía 
congénita (MIM168300) que corresponden a canalopatías de herencia autosómica dominante 
caracterizadas por miotonía y episodios de flacidez muscular generalizada asociados a 
diferentes niveles de potasio sérico. Los pacientes pueden tener una combinación fenotípica de 
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Parálisis periódica hipocalémica y Paramiotonía congénita (Weber, Jurkat-Rott, & Lehmann-
Horn, 2016).  
Se catalogó la variante como probablemente patogénica, puesto que es nueva y se 
requieren ensayos clínicos adicionales para correlacionar con el análisis de exoma clínico; 
además se ha reportado que la incidencia es de 0.17/100 000 (Horga et al., 2013). Debido a que 
la entidad es de carácter autosómico dominante, y la paciente es heterocigoto para la variante, 
se requiere un análisis especial enfocado a PPHC tipo 2 y a miotonía congénita.  
En cuanto a las variantes encontradas en el gen PRKRA en los pacientes 4 y 5 se vio 
que son de tipo heterocigoto, y en la literatura se ha reportado que el fenotipo asociado a esta 
entidad es de carácter autosómico recesivo, por lo que se refiere que los pacientes son 
portadores, pero se requiere un análisis adicional en ambos casos para cada tipo de variante. 
La variante P222L está asociada a distonía 16, un desorden del movimiento recientemente 
descrito caracterizado por una distonía progresiva en los miembros, de tipo laríngeo, 
oromandibular y parkinsonismo, siendo su prevalencia menor a 1: 1 000 000 la cual ha sido 
descrita en 8 pacientes de tres familias en Brasil y una en Alemania (Camargos et al., 2008; 
Zech et al., 2014).   
Las variantes en el gen TTN se encuentran asociadas a cardiomiopatías hipertróficas, 
entidades de carácter autosómico dominante, y se vio que los pacientes 4 y 5 son heterocigotos 
para la variante, esto debe analizarse, puesto que la conectina es una proteína muscular grande 
expresada en los músculos cardiacos y esqueléticos y desempeña un rol en el ensamblaje 
muscular (Itoh-Satoh et al., 2002). 
 Los síntomas de esta enfermedad son muy variables incluso dentro de las mismas 
familias; algunos individuos son asintomáticos, mientras que otros pueden sentir dolor en el 
pecho, problemas al respirar, palpitaciones, mareos, entre otros. Las consecuencias más graves 
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de la enfermedad pueden desencadenar arritmias que pueden conducir a muerte súbita (Liang 
et al., 2008).  
En cuanto a la variante hallada en el gen CACNA1G cabe destacar una relación 
fenotípica con ataxia espinocerebelosa de tipo severo que puede desarrollar déficits en el 
desarrollo neurológico (Chemin et al., 2018), se debe confirmar la presencia de esta variante 
puesto que la herencia de la entidad es de carácter autosómico dominante y la paciente padece 
la variante en estado heterocigoto. Otras variantes de importancia fueron las del gen COL12A1 
asociada a una enfermedad poco común llamada miopatía de Bethlem, la cual es una miopatía 
benigna de carácter autosómico dominante que presenta síntomas parecidos a la distrofia 
muscular en su forma menos severa (Hicks et al., 2014). Finalmente, el hallazgo de la variante 
en el gen PIEZO2 se asocia al Síndrome de Marden-Walker, el cual presenta contracturas 
múltiples en las articulaciones conocidas como artrogriposis, además se caracteriza por retardo 
mental, dismorfismo facial, entre otras malformaciones cerebrales, cardiovasculares y renales 
(McMillin et al., 2014), por lo cual se debe analizar a mayor profundidad la clínica del paciente 
e incluso analizar la variante por secuenciamiento de Sanger para verificar la correlación 
genotipo-fenotipo.  
Para el paciente 5 se halló una variante en estado heterocigoto en el gen SMAD9 en el 
cual se han reportado variantes asociadas a hipertensión pulmonar, entidad de carácter 
autosómico dominante, caracterizada por una elevada resistencia arterial pulmonar que puede 
desarrollar insuficiencia cardíaca, la cual es progresiva y puede ser fatal (Nasim et al., 2011); 
este hallazgo fue de importancia pues la madre del paciente padece la enfermedad. Otras 
variantes que requieren un mayor análisis son aquellas presentadas en el gen TECTA pues 
tienen una relación fenotípica con sordera, entidad de carácter autosómico dominante y el 
paciente padece la variante en estado heterocigoto; varios autores han referido que variantes 
en este gen pueden resultan en una pérdida auditiva progresiva leve, más frecuente en la 
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infancia (Iwasaki et al., 2002). La variante del gen EGLN1 se presenta con el mismo patrón de 
heredabilidad referido con la anterior variante, pero está asociado con policitemia o 
eritrocitosis familiar, para lo cual sería fundamental analizar más miembros de la familia del 
paciente y realizar un monitoreo de los niveles de hemoglobina y hematocrito en suero 
sanguíneo (Percy et al., 2007).  
Además se requiere un mayor análisis de las variantes en los genes ELP2 y NSU2 
asociados a retardo mental, entidad autosómica recesiva, puesto que se vio las variantes en 
estado heterocigoto y se las catalogó como variantes VUS, es decir de significado incierto, y 
por el tipo de variante “frameshift” se requiere un análisis de tipo MLPA. Finalmente, la 
variante c.293A>G en el gen BCHE está asociada con una deficiencia de butirilcolinesterasa y 
aunque la entidad es de carácter autosómico recesivo se debe analizarla, pues en una 
enfermedad rara que pueden generar efectos letales en pacientes a los que se los anestesie con 
este relajante, pues puede desencadenar apnea postoperatoria o parálisis (Li, Duysen, Carlson, 
& Lockridge, 2008).  
La variante c.833T>C, p.Ile278Thr en estado heterocigoto en el gen CBS- 
NM_001178008.1 encontrada en el exoma del paciente 6 ha sido descrita como patogénica y 
se visto que existen otras 2 variantes en la misma posición asociadas a Homocistinuria; para 
esta enfermedad, se ha visto que del 95-98% de las variantes en el gen CBS son detectadas por 
secuenciación, pero dado que se han descrito grandes deleciones y duplicaciones que no son 
detectables por medio de esta técnica; y ya que fue encontrada una primera variante patogénica 
en este gen se recomienda la evaluación por MLPA del gen CBS con el fin de determinar la 
presencia de una segunda variante ya que se trata de una entidad autosómica recesiva, 
(Sacharow, Picker, & Levy, 2017). En cuanto a la patología se conoce es que es causada por la 
deficiencia de la cistationina βsintasa (CBS), caracterizada por afectación de diferentes 
sistemas, compromiso ocular (ectopia lentis y/o miopía), sistema esquelético (talla alta, 
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extremidades largas, escoliosis y pectus excavatum), sistema vascular (tromboembolismo) y 
sistema nervioso central (discapacidad cognitiva y retraso en el desarrollo). Uno o todos los 
sistemas pueden verse involucrados, la expresividad de las manifestaciones clínicas son 
variables. Se reconocen dos variantes fenotipicas, la Homocistinuria B6 respondedora y la B6 
no respondedora; la B6 respondedora es usualmente menos severa. El screening neonatal cursa 
con aumento de la metionina. El tromboembolismo es la principal causa de muerte temprana y 
de morbilidad (Sacharow et al., 2017). En cuanto a las variantes adicionales encontradas (Tabla 
13), se destaca dos presentadas en estado heterocigoto asociadas a entidades autosómicas 
dominantes, catalogadas como patogénicas, previamente reportadas y de tipo “splice acceptor 
y splice donor” las cuales generan una sustitución en el sitio de splicing lo cual puede causar 
una pérdida del exón 5 y 45 correspondientes a los genes CUL4B y USH2A estos se han 
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asociado a retardo mental y retinitis pigmentosa respectivamente (Isidor, Pichon, Baron, David, 
& Caignec, 2010).  
La Tabla 15 muestra las variantes de interés halladas en el gen PRSS1 presentadas en 
varios pacientes del estudio, los pacientes 1, 3 y 5 comparten la variante c.47C>T catalogada 
como patogénica. Los pacientes 3, 5, 6 y 8 comparten la variante patogénica c.161A>G. El 
paciente 2 y 6 comparten la variante patogénica c.86A>T y los pacientes 4 y 7 no presentaron 
variantes patogénicas. Estas variantes se correlacionan con pancreatitis crónica hereditaria, 
entidad de carácter autosómico dominante, destacándose que todas las variantes son de tipo 
heterocigoto. Esta entidad es poco común, se caracteriza por una inflamación del páncreas que 
va de manera progresiva a una forma crónica y suele presentarse desde los 20 años. Sus 
síntomas varían de dolores abdominales leves, hasta dolores crónicos que requieren de 
hospitalización, refiere insuficiencia pancreática exocrina generando maldigestión, 
intolerancia a la glucosa desarrollando diabetes mellitus tipo 1.  
Además, los pacientes que la padecen tienen un riesgo de padecer cáncer de páncreas 
50 veces mayor al normal e incrementa después de los 50 años (Carbonell et al., 2006); 
calculándose que se presenta hasta en un 40% de los pacientes que la padecen (Lowenfels et al., 
1997). Se ha visto que la mayoría de los casos se deben a variantes en el gen PRSS1 
(tripsinógeno catiónico), pues es el único al que se le ha referido patogenicidad asociada a 
pancreatitis hereditaria, dado que las variantes en este gen alteran la inactivación prematura de 
tripsina catiónica (Carbonell et al., 2006). Se ha visto asociación de variantes en el gen CFTR 
con la enfermedad de tipo idiopático, esto debe ser analizado en el caso de los pacientes 1,2 y 
3, en los cuales también se hallaron variantes en este gen (Chang et al., 2007). 
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9. CONCLUSIONES  
A nuestro conocimiento este es el primer estudio de secuenciamiento de nueva 
generación asociado a desórdenes metabólicos, el cual es solo la parte inicial de un gran 
proyecto que pretende comprender mejor la genética del país.  
El uso de tecnologías de alto rendimiento como secuenciamiento de nueva generación 
(NGS) brinda un beneficio en cuanto al costo-eficiencia de las técnicas en el diagnóstico de los 
pacientes, lo cual permite incluso salvar vidas de pacientes que se encuentren en estado crítico, 
y en casos sospechosos difíciles de diagnosticar por falta de evidencia clínica.  
Esto también permitirá ahorrar en costos de hospitalización (Farnaes et al., 2018) al 
tener resultados rápidos para determinar un diagnóstico acertado y brindar tratamientos 
adecuados a los pacientes. 
Este tipo de estudios se constituirán en una ayuda para la toma de decisiones de salud 
pública, puesto que mediante el análisis de exoma, se podrá esclarecer los casos de diagnóstico 
sospechoso, y esto permite estudiar, no solo genes de interés en los que se tiene la sospecha 
clínica, sino un amplio espectro relacionados a un gran número de patologías. Con este estudio 
se vio que el número de pacientes que tienen diagnóstico incorrecto es muy amplio, 
destacándose la importancia de este tipo de análisis genéticos.  
Además, mediante el análisis de exomas se iniciará a la generación de bases de datos 
genéticas, lo cual permitirá la generación de controles poblacionales, para estudios futuros.  
Finalmente, mediante el establecimiento de la línea de base genética en el país se 
contribuirá al desarrollo de terapias génicas, que brinden mejores oportunidades de diagnóstico 




Se recomienda incrementar el número de pacientes analizados por patología, para 
establecer una prevalencia de mutaciones asociadas a cada desorden metabólico, lo cual 
permitirá la generación de paneles de las variantes más comunes asociadas a cada enfermedad, 
y esto en consecuencia, se constituirá en la base  para el desarrollo de análisis confirmatorios 
a costos más bajos. 
En el caso de las variantes asociadas a enfermedades raras de carácter hereditario, se sugiere 
hacer el estudio en familiares de primer grado y consejo genético para explicar las 
implicaciones de los resultados encontrados.  
Para las variantes candidatas detectadas mediante secuenciamiento de nueva generación se 
recomienda la confirmación mediante secuenciación Sanger, especialmente en caso de 
patologías graves y aquellas variantes que no han sido reportadas previamente en la literatura. 
Se sugiere analizar aquellas variantes que han sido reportadas en la literatura como grandes 
deleciones, duplicaciones, secuencias repetidas largas, expansión de tripletes, entre otras; 
mediante técnicas como MLPA, considerando las limitaciones de la técnica de secuenciación 
masiva. 
Además, se recomienda un análisis de correlación a profundidad del análisis de exoma y la 
clínica del paciente, para que los hallazgos sean de importancia significativa en el tratamiento 
de los pacientes y en la investigación de variantes asociadas a las diferentes patologías. 
Finalmente, se recomienda estudiar a profundidad las variantes en el gen PRSS1 dado que se 
hallaron mutaciones en la mayoría de pacientes analizados en este estudio y ya que está 
asociado con una patología crónica como la pancreatitis hereditaria; se sugiere correlacionar 
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Anexo 1. Principales variantes puntuales de las enfermedades analizadas por el 
Tamizaje Neonatal en Ecuador 
 















db SNP Consequence Score PMIDs 
rs121908866 Stop gained 0.503 6 
rs121908085 Missense variant 0.5 6 
rs121908872 Missense variant 0.5 6 
rs2076739 Missense variant 0.006 2 
rs4774518 Synonymous variant 0.006 2 
rs2076738 Missense variant 0.006 2 
rs746165975 Frameshift variant 0.003 1 
rs746701654 Missense variant 0.003 1 
rs766399662 Frameshift variant 0.003 1 
rs45499704 Missense variant 0.003 1 
db SNP Consequence Score PMIDs 
rs5030858 Missense variant 0.55 32 
rs5030849 Missense variant 0.516 15 
rs75193786 Missense variant 0.513 14 
rs5030847 Missense variant 0.513 24 
rs62514952 Stop gained 0.513 6 
rs5030859 Missense variant 0.509 5 
rs62516101 Missense variant 0.509 20 
rs5030841 Missense variant 0.509 5 
rs76296470 Stop gained 0.506 19 
rs74603784 Missense variant 0.506 2 
Ilustración 1. SNPs asociados al hipotiroidismo congénito 




Fuente: Integrative Biomedical Informatics Group, 2017 
 
Ilustración 4. SNPs asociados a hiperplasia suprarrenal 
 






db SNP Consequence Score PMIDs 
rs2070074 Missense variant 0.528 21 
rs111033792 Missense variant 0.5 9 
rs111033690 Missense variant 0.022 7 
rs75391579 Missense variant 0.009 3 
rs121908047 Missense variant 0.009 3 
rs111033773 Missense variant 0.006 2 
rs368637540 Missense variant 0.003 1 
rs28940884 Missense variant 0.003 1 
rs28940882 Missense variant 0.003 1 
rs3180383 Missense variant 0.003 1 
db SNP Consequence Score PMIDs 
rs104894070 Missense variant 0.503 1 
rs193922540 Missense variant 0.5 0 
rs104894069 Missense variant 0.5 1 
rs61752786 Missense variant 0.5 0 
rs556794126 Frameshift variant 0.5 3 
rs193922538 Missense variant 0.5 0 
rs193922539 Missense variant 0.5 1 
rs193922541 Splice donor variant 0.5 0 
rs9378251 Missense variant 0.006 2 
rs7755898 Stop gained 0.006 1 
Ilustración 3. SNPs asociados a galactosemia 
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Anexo 2. Gráficas de coberturas obtenidas mediante el secuenciamiento de nueva 























Ilustración 5. Cobertura Promedio por región de interés para pacientes con Hiperplasia 
Suprarrenal congénita 
 




Ilustración 7. Cobertura Promedio por región de interés para pacientes con CH.  
 
 
Anexo 3. Variantes encontradas en los diferentes casos positivos asociados a las 
diferentes patologías 
 




















CYP21A2 c.518T>A p.Ile173Asn rs6475 Het. 69X Patogénica Hiperplasia 
suprarrenal 
congénita  
CYP21A2 c.844G>T p.Val282Leu rs6471 Het. 116X Patogénica 
 
Tabla 2. Variantes adicionales encontradas en el análisis de exoma para pacientes con Hiperplasia 
Suprarrenal congénita  
 
Gen c.ADN Proteína Id. 
SNV 









































































































































143.9X 93.4% 99.2% 98.1% 96.2% 83.8% 
 


























Hom 61X Patogénica Fibrosis 
Quística 
 























Tabla 6. Variantes adicionales encontradas en el análisis de exoma para pacientes con Fibrosis 
Quística  







































































Tabla 7. Variantes patogénicas halladas en el gen CFTR en la población ecuatoriana. 
Mutación Prevalencia 
IC (95%) 













Ecuador (Valle et al. 2007) 
Colombia (Keyeux et al. 
2003) 
Perú (Silva 2008) 
Chile (Lay et al. 2011) 
México (Orozco et al. 2000) 















Ecuador (Valle et al. 2007) 
Chile (Lay et al. 2011) 
México (Orozco et al. 2000) 


















p.R1162X 1.35 Colombia (Keyeux et al. 
2003) 
Chile (Lay et al. 2011) 
España (Bobadilla et al. 
2002) 
Ecuador (Valle et al. 2007) 
Colombia (Keyeux et al. 
2003) 











España (Bobadilla et al. 
2002) 
p.G330E         2.70 
p.A455E 1.35 8.3 Canadá (De Braeckleer 
1997) 
P<0.05 
Fuente: (Ortiz et al., 2017) 
 









































Tabla 9. Variantes adicionales encontradas en el análisis de exoma para paciente 3 con 
Hipotiroidismo congénito  
Gen c.ADN Proteí
na 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































128X 93.7% 99.4% 98.0% 95.8% 81.4% 
 

















































































































Este paciente no presentó variantes patogénicas 
 
6 c.161A>
G 
Asn54
Ser 
rs14442
2014 
Missense 
Exon: 
2/5 
Het. 16x NM_0027
69.4 
Pathogenic 
(1) 
0.0354
4 
6 c.86A>T Asn29
Ile 
rs11103
3566 
Missense 
Exon 2/5 
Het. 20x NM_0027
69.4 
Patogénica 
(7) dos 
estrellas 
0.4751
1 
8 c.161A>
G 
Asn54
Ser 
rs14442
2014 
Missense 
Exon: 
2/5 
Het. 15x NM_0027
69.4 
Pathogenic 
(1) 
0.0354
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